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10 Summary / Samenvatting
í0.1 InterÍacial tensions of adsorbed protein layers (Summary)
Proteins are often present at interfacial regions - cell membranes, blood vessels,
implants, etc. - and take part oÍ complex processes in the human body, such as
wound healing, blood clotting, tissue integration of biomaterials, or the adhesion of
infectious microorganisms. Additionally, a wide range of applications in medicine
and industry such as drug targeting, development of biomedical devices,
chromatographic separation processes, or biosensors, is based on or depend on
the adsorptive propefties of proteins.
Due to deposition oÍ a protein layer the chemical and physical properties oÍ
the interface change, including its wettability. This thesis contributes to a better
understanding oÍ the interfacial tension changes during the adsorption of protein
molecules onto an intedace. A literature study on interÍacial tension changes due to
protein adsorption demonstrates the complexity oÍ these processes, and that few
data are available Íor solid-liquid interfaces.
ln this work, interfacial tensions were in siÍu studied as a function oÍ
adsorption time by means of axisymmetric drop shape analysis by profile (ADSA-
P). Shapes of protein solution droplets positioned on top of fluoroethylene-
propylene-Teflon were analysed in order to obtain the liquid surface tension Xu and
the contact angle 0. The solid-liquid interfacial tension y",, which is hard to study rn
situ by other techniques, was subsequently calculated from these data.
Initially, solid-liquid intedacial tensions as derived from ADSA-P experiments
were compared with those determined by the conventional contact angle method
(Chapter 3). While ADSA-P oÍfers the possibility to measure in situ and to measure
continuously as a Íunction oÍ time, the contact angle method requires contact
angles of several reÍerence liquids on dried adsorbed protein layers, which may
change the surface characteristics of the protein layer. Fur,thermore, a
thermodynamic theory is required in the contact angle method to convert contact




solid-l iquid interJacial tension of albumin (BSA)-coated substrata (FEP-Teflon and
PMMA) were compared, while ADSA-P data were considered as a "gold standard".
InterJacial tensions calculated Írom contact angle data on protein-coated substrata
were shown to have relevance for polymer-water-protein interactions, despite the
fact that the substratum is often a dried adsorbed protein Íi lm'
Subsequently, ADSA-P was used to monitor the l iquid-vapour and solid-
l iquid intedacial tension changes during the adsorption of different types of proteins
from solution droplets on FEP-Teflon. To start with, the protein concentration
dependence of Xu was studied during the first hour of the adsorption of BSA
(Chapter 4). Combination of the ADSA-P data with radiolabeled protein adsorption
data for the solid-l iquid interJace and the Lucassen-Reynders equation resulted in a
quantitative estimation of BSA adsorption at the l iquid-vapour interface. This
pointed at a proportional adsorption of BSA at the l iquid-vapour and the solid-l iquid
interface.
The interfacial tension changes occurring during BSA adsorption were
compared with those of the much larger and differently shaped protein lgG
(Chapter 5). lgG shows a larger decrease of the interfacial tension than does BSA,
particularly at the higher concentrations. Analysis of the results using the Gibbs
equation yielded unrealistic amounts of proteins adsorbed to the various interfaces,
most l ikely due to the irreversible nature of protein adsorption. Radiolabeled protein
adsorption data for the solid-l iquid interface were used to analyse the results
according to the Lucassen-Reynders equation, giving possibly more realistic results
as this approach is based on the ratio between the adsorbed amounts. Possible
errors due to the irreversible nature oÍ protein adsorption might thus cancel each
other.
Fudhermore, interfacial tension changes during the adsorption of BSA, lgG,
and Íour smaller, globular proteins of similar size (lysozyme, ribonuclease, and cx-
lactalbumin with and without internal Ca2t-ion; were used to relate the surÍace
active behaviour to the characteristics of the protein. The proteins were used at
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were measured during 7 h and the kinetics oÍ the interfacial tension changes were
described using a model accounting Íor a decrease of the intedacial tension due to
diÍÍusion-controlled adsorption and to conformational changes of already adsorbed
molecules. However, the interfacial tension changes observed for the proteins used
do not uniquely relate to the physico-chemical properties of the protein molecules.
The data show that at the lower protein concentrations, protein adsorption
not always causes a decrease in the interfacial tension, which is during the so-
called "induction period". The contribution of conformational changes to the
equil ibrium interfacial pressure was almost the same for all proteins under
investigation, both at diÍÍerent concentrations and pH values. Fufihermore, the
major pafi of the decrease in interfacial tension due to protein adsorption can be
ascribed to the presence of native protein molecules and not to the conformational
changes of adsorbed protein molecules.
The model employed in this thesis to describe the kinetics of intedacial
tension changes also yields the diffusion relaxation time for diffusion-controlled
adsorption and the rate constant Íor conÍormational changes at the intedace. The
diÍfusion relaxation time could not be associated with the diffusion coefficient oÍ the
protein, probably because the presence oÍ an energy barrier to adsorption was
neglected. Indeed, the diffusion relaxation time was minimal around the isoelectric
point of the protein, which can be ascribed to the absence of an electrostatic
energy barrier to adsorption. At pH values away from the isoelectric point,
adsorption energy barriers increase and thereÍore can become rate-l imiting for the
adsorption process.
The rate constants Íor conformational changes were generally lower at the
solid-l iquid interface, indicating that proteins are more apt to conÍormational
changes at the l iquid-vapour interface than at the solid-l iquid intedace. pH variation
hardly influenced the rate constants at the solid-l iquid interface, but at the l iquid-
vapour interface rate constants were maximal around the isoelectric point. The
largest rate constants for conÍormational changes of adsorbed molecules were





Finally, the strong surface active property ascribed to the Íungal protein
SC3p was quantitated and compared with the surface activit ies of the other
prote ins in  th is  thesis  (Chapter  8) .  At  the bulk concentrat ion of  0.1 mg.ml1,  SC3p
caused a large decrease oÍ the l iquid surface tension ï,. At the solid-l iquid
interface, %r was slightly decreased whereas the contact angle increased, indicating
an increase in hydrophobicity oÍ FEP-Teflon. This was unique among the proteins
studied so far. Earlier f indings obtained by the contact angle method indicated a
decrease in hydrophobicity of TeÍlon upon adsorption of SC3p. In order to reconcile
the present Í indings with those found by the contact angle method, adsorption oÍ
SC3p was suggested to occur in bilayers. The second layer is supposed to be less
strongly adsorbed than the first one and can be easily removed by washing.
The General Discussion concerns the unceftainties involved by ADSA-P as
well as some suggestions for fudher improvement and future research. The
"sticking coefÍicient" for the init ial adsorption process or the degree oÍ surface
coverage could not explain the existence and length oÍ the induction period. The
kinetics of interfacial tension changes during protein adsorption are not solely
governed by diffusion-controlled adsorption and conformational changes. Other,
unknown factors must be involved as well.
In conclusion, this work shows that ADSA-P is a suitable method for
simultaneous study oÍ adsorption processes at the solid-l iquid and the l iquid-vapour
interface. lt was demonstrated that in sifu techniques are required to gain a better
insight in protein adsorption phenomena. Application oÍ ADSA-P led to a hypothesis
on SC3p adsorption which could not be derived previously. lt was also shown that
the presence of native protein molecules at an interface is generally more impodant
for the interfacial tension than the conÍormational changes oÍ adsorbed molecules.
Monitoring the kinetics oÍ intedacial tension changes pointed at differences
between protein adsorption at the solid-l iquid and the l iquid-vapour interface, and at
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10.2 Grensvlakspanningen van geadsorbeerde eiwitlagen (Samenvatting)
In dit proeÍschrift worden onderzoekingen beschreven over de hechting (adsorptie)
van eiwitten aan oppervlakken. Eiwitten (proteïnen) zijn zeer grote organische
molekulen die voorkomen in of op grensvlakken - in de celmembranen, op bloed-
vatwanden, op implantaten, etc. - en spelen een belangrijke rol bij allerlei
processen in het menseli jk l ichaam zoals het genezen van wonden, de bloedstol-
l ing, de integratie van biomaterialen met weefsels of de hechting van (pathogene)
microórganismen. Diverse toepassingen van eiwitten in de geneeskunde en de
industrie zijn gebaseerd op of aÍhankeli jk van het adsorberend vermogen van
eiwitten, zoals bij "drug targeting", de ontwikkeling van biomedische materialen,
chromatograÍische scheidingsprocessen of bij biosensoren.
Als gevolg van de afzetting van een eiwitlaag op een oppervlak veranderen
de Íysisch-chemische eigenschappen van het betreffend grensvlak, waaronder de
bevochtigbaarheid, die in het algemeen toeneemt als de oppervlaktespanning
afneemt. Het in deze dissertatie beschreven werk beoogt bij te dragen tot een
beter begrip van de verandering der grensvlakspanning ti jdens de adsorptie van
eiwit aan dat grensvlak. Een literatuuroverzicht betreffende de grensvlakspannings-
verandering als gevolg van eiwitadsorptie laat de complexiteit van de beide
verschijnselen zien en maakt duideli jk dat er voor het vaste stof-vloeistoÍ grensvlak
nog maar weinig gegevens beschikbaar zijn.
fn dit onderzoek zijn grensvlakspanningen in situ als Íunktie van de
adsorptieti jd bestudeerd via de as-symmetrische druppelvorm-analyse aan de hand
van het profiel (ADSA-P, Eng.: axisymmetric drop shape analysis by profi le). De
vormen van druppels eiwitoplossing gelegen op teflon zijn geanalyseerd om de
oppervlaktespanning van de oplossing 1u en de randhoek 0 van de eiwitoplossing
op teflon te verkri jgen. De vaste stoÍ-vloeistof grensvlakspanning y",, die met behulp
van andere technieken in situ moeil i jk is te bestuderen, werd uit deze gegevens
berekend.




ADSA-P experimenten volgen, vergeleken met vaste stof-vloeistof grensvlakspan-
ningen verkregen uit de conventionele randhoekmethode (Hoofdstuk 3). ADSA-P
biedt de mogeli jkheid om rn srïu en continu als funktie van de ti jd te meten. De
randhoekmethode daarentegen vereist randhoeken van enkele reÍerentievloeistoÍ-
fen op geadsorbeerde eiwitlagen die vervolgens gedroogd zijn, waardoor de
oppervlakte-eigenschappen van de eiwitlaag mogeli jk veranderd zijn en gegevens
als funktie van de ti jd moeil i jker kunnen worden verkregen. Daarbij komt ook nog
dat er een thermodynamische benadering nodig is om de randhoeken in een
grensvlakspanning om te zetten. Verschil lende thermodynamische theorieèn zijn
met elkaar vergeleken door het berekenen van de grensvlakspanning van
substraten bedekt met albumine, waarbij ADSA-P-data als een "gouden standaard"
beschouwd werden. Aangetoond is dat grensvlakspanningen berekend uit rand-
hoeken op met eiwit bedekte substraten wel relevant zijn voor polymeer-water-eiwit
interakties ondanks het feit dat het substraat vaak een gedroogde eiwitlaag is.
Vervolgens is ADSA-P gebruikt om de verandering in vloeistof-lucht en vaste
stof-vloeistoÍ grensvlakspanning weer te geven ti jdens de adsorptie van verschil-
lende soorten eiwitten vanuit druppels eiwitoplossing op teflon. Om te beginnen is
gedurende een uur de concentratie-afhankeli jkheid van de oppervlakte-spanning
ti jdens de adsorptie van BSA bestudeerd (Hoofdstuk 4). Het combineren van deze
data met adsorptiedata van radioaktief gemerkt eiwit en de Lucassen-Reynders-
vergeli jking resulteerde in een kwantitatieve schatting van BSA-adsorptie aan het
vloeistoÍ-lucht grensvlak. De adsorptie aan het vloeistoÍ-lucht en aan het vaste stof-
vloeistoÍ grensvlak bleken proportioneel te verlopen.
De verander ing in  grensvlakspanning t i jdens BSA-adsorpt ie  is  vergeleken
met d ie van het  veel  groter  en anders gevormde eiwi tmolekuul  lgG (Hoofdstuk 5) .
lgG ver toont  een grotere dal ing in  de grensvlakspanning dan BSA, met  name bi j  de
hogere concentrat ies.  Gebruik  makend van de Gibbs-vergel i jk ing leverde analyse
van de resultaten onrealistische hoeveelheden op van geadsorbeerd eiwit aan de
verschi l lende opperv lakken.  Zeer waarschi jn l i jk  is  d i t  te  wi j ten aan het  i r revers ibele
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gebruikt voor het analyseren van de resultaten volgens de Lucassen-Reynders-
vergeli jking. Dit levert mogeli jk meer realistische resultaten op, omdat deze
benadering gebaseerd is op de verhouding tussen de geadsorbeerde hoeveel-
heden waardoor mogeli jke fouten ten gevolge van irreversibil i teit van de eiwit-
adsorptie elkaar zouden kunnen opheffen.
Verder zijn veranderingen in grensvlakspanning ti jdens de adsorptie van
BSA, lgG, en vier kleinere, globulaire eiwitten van geli jke molekuulgrootte (lysozym,
ribonuclease, en cr-lactalbumine met en zonder het inwendig calcium ion) gebruikt
om het oppervlakteaktief gedrag te relateren aan de eigenschappen van het eiwit.
De eiwitten zijn gebruikt bij verschil lende concentraties en pH (Hoofdstuk 6 en 7),
waarbij grensvlakspanningen gedurende 7 uren werden gemeten. De kinetiek van
de grensvlakspanningsveranderingen werd beschreven door een model dat
rekening houdt met een daling in grensvlakspanning ten gevolge van diffusie-
bepaalde adsorptie en conformatieveranderingen van reeds geadsorbeerde
eiwitmolekulen. De waargenomen veranderingen in grensvlakspanning konden bij
de hiervoor gebruikte eiwitten niet uniek gerelateerd worden aan de fysisch-
chemische eigenschappen van de eiwitmolekulen.
De data laten zien dat bij lagere eiwitconcentraties adsorptie van eiwit niet
alt i jd leidt tot een verandering van de grensvlakspanning; dit is gedurende de
zogenoemde "induktieperiode". De bijdrage van veranderingen in de conformatie
van het eiwitmolekuul aan de grensvlakdruk in evenwicht was voor alle onder-
zochte eiwitten bijna alti jd geli jk, zowel bij verschil lende concentraties als bij
verschil lende pH's. Het grootste deel van de daling in grensvlakspanning als gevolg
van eiwitadsorptie kan worden toegeschreven aan de aanwezigheid van natieve
eiwitmolekulen en niet aan de conformatieveranderingen van geadsorbeerd eiwit.
Het model dat in dit proefschrift gebruikt is om de kinetiek van de
veranderingen in grensvlakspanning te beschrijven, levert ook de relaxatieti jd voor
diffusie en de snelheidsconstante voor conformatieveranderingen aan het grensvlak
op. De diffusie-relaxatieti jd kon niet geassocieerd worden met de diffusiecoëfficiént
van het eiwit, waarschijnli jk doordat de aanwezigheid van een energiebarriere voor
1 5 5
CHAPTER 1O
adsorptie is verwaarloosd. De diÍÍusie-relaxatieti jd was inderdaad het kleinst bij pH-
waarden rond het isoelektrisch punt van het eiwit, hetgeen kan worden
toegeschreven aan de aÍwezigheid van een elektrostatische energiebarrière voor
adsorptie. Bij pH-waarden verder van het isoelektrisch punt venvijderd, neemt de
adsorptie-energiebarrière toe en kan daardoor snelheidsbepalend worden voor de
adsorptie.
De snelheidsconstanten voor conformatieveranderingen waren over het
algemeen gesproken kleiner aan het vaste stoÍ-vloeistoÍ grensvlak, wat erop duidt
dat eiwitten aan het vloeistoÍ-lucht grensvlak gemakkeli jker van conÍormatie
veranderen dan aan het vaste stof-vloeistof grensvlak. pH variatie was nauwelijks
van invloed op de snelheidsconstanten voor het vaste stof-vloeistoÍ grensvlak,
maar aan het vloeistof-lucht grensvlak waren deze waarden maximaal rond het
isoelektrisch punt. De grootste snelheidsconstanten voor conformatieveranderingen
van geadsorbeerde molekulen werden gevonden voor het minst stabiele eiwit dat in
d i t  onderzoek gebruik t  is ,  namel i jk  het  ca lc ium-vr i je  a- lacta lbumine.
Als laatste eiwit is SC3p gebruikt, een door een schimmel geproduceerde
eiwit dat uit eerder onderzoek mogeli jk sterk oppervlakteaktief was gebleken. De
oppervlakteaktiviteit van SC3p is gekwantif iceerd en vergeleken met die van de
andere eiwitten welke in dit proeÍschrift gebruikt zijn (HooÍdstuk 8). Bij een
bulkconcentratie van 0,1 mg.ml' '  veroorzaakte SC3p aan het vloeistof-lucht
grensvlak een grote daling van de oppervlaktespanning. Aan het vaste stof-
vloeistof grensvlak werd de grensvlakspanning y., een weinig verlaagd terwij l de
randhoek toenam, hetgeen wijst op een toename van de hydrofobiciteit van teflon
als gevolg van de adsorptie van SC3p. Dit was uniek voor de eiwitten die tot nu toe
bestudeerd zijn. Eerder gevonden resultaten die met de randhoekmethode
verkregen zijn wezen op een afname in hydrofobiciteit van teflon als gevolg van de
adsorptie van SC3p. Om de huidige resultaten te kunnen ri jmen met wat eerder
gevonden werd met de randhoekmethode, is voorgesteld dat de adsorptie van
SC3p in dubbellagen plaats vindt. De tweede laag wordt verondersteld minder sterk
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ln de algemene discussie worden de onzekerheden die ADSA_P met zich
meebrengt besproken, evenals enkele suggesties voor verdere verbetering en
toekomstig onderzoek. Het bestaan en de duur van de induktieperiode kunnen niet
worden verklaard met de 'sticking coëfficiënt' voor de init iële adsorptie of de
bedekkingsgraad van het oppervlak. De kinetiek van de veranderingen van de
grensvlakspanningen ti jdens eiwitadsorptie worden niet alleen beheerst door
diÍfusie-bepaalde adsorptie en conÍormatieveranderingen; andere, onbekende
Íaktoren zijn er eveneens bij betrokken.
Tot besluit laat dit werk zien dat ADSA-p een geschikte methode is om
geli jkti jdig adsorptieprocessen aan het vaste stof-vloeistof en het vtoeistoÍ-lucht
grensvlak te bestuderen. Het is aangetoond dat rn slÍu technieken noodzakeli jk zijn
om een beter inzicht te kri jgen in het Íenomeen van de eiwitadsorptie. De toe_
passing van ,ADSA-p leidde tot een hypothese over sc3p-adsorptie die niet eerder
kon worden aÍgeleid. ook is aangetoond dat over het algemeen de aanwezigheid
van natieve eiwitmolekulen in een grensvlak belangrijker is voor de grensvlak_
spanning dan de conformatieveranderingen van de geadsorbeerde eiwitmolekulen.
Het zichtbaar maken van de kinetiek der verandering in grensvlakspanning heeft
gewezen op verschillen tussen eiwitadsorptie aan het vaste stoÍ-vloeistof en het
vloeistof-lucht grensvlak, zowel als op de aanwezigheid van een adsorotie_
energiebarrière.
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